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Реферат: Досліджено вплив захисних середовищ із сахарозою, гліцерином і мальтозою на збереження вірусу сказу 

штаму CVS у процесі зберігання за 37, 5, –20, –80 та –196ºC. Встановлено, що температурний режим 37ºС не придатний 
для зберігання вірусу, 5ºС може використовуватися за виробничої необхідності для нетривалого зберігання у відповідному за-
хисному середовищі. Показано, що зберігання за –80 та –196ºС у середовищах консервування на основі DMEM з 0,5% фе-
тальної сироватки великої рогатої худоби з додавання або 5% сахарози, або 5% гліцерину, або 5% мальтози або суміші саха-
рози з гліцерином забезпечує високі показники інфекційної активності вірусу сказу штаму CVS протягом 24 місяців (термін 
спостереження). За температури –20ºС у ростовому середовищі з сахарозою і сумішшю сахарози з гліцерином через 6 міся-
ців було збережено 79–82% вихідної активності вірусу, а через 12 місяців – 69–72%. Після досягнення –80ºС і у процесі по-
дальшого зберігання зразків вірусу за цієї температури в досліджуваних середовищах консервування вторинна криста-
лізація концентрованих розчинених речовин була пролонгована.

Ключові слова: вірус сказу, культура клітин, довгострокове зберігання, захисні середовища, збереження вірусу, 
інфекційна активність вірусу.

Abstract: The impact of protective media supplemented with sucrose, glycerol, and maltose on the rabies virus CVS strain 
preservation during storage at 37, 5, –20, –80, and –196ºC has been studied. The temperature regimen of 37ºC was found as not 
suitable for virus storage, but temperature of 5ºC could be used for a short-term storage in corresponding protective medium in 
case of production need. It was shown that storage at –80 and –196ºC in DMEM-based preservation media containing 0.5% 
fetal bovine serum, supplemented with either 5% sucrose, or 5% glycerol, or 5% maltose, or sucrose and glycerol mixture 
provided high levels of the rabies virus CVS strain infectious activity within 24 months (observation period). At –20ºC, in a growth 
medium with sucrose and mixture of sucrose and glycerol, after 6 months 79–82% of the initial virus activity were preserved, 
and after 12 months that was 69–72%. Upon reaching –80ºC and during subsequent storage of virus samples at this tempera-
ture in the studied preservation media, the secondary crystallization of concentrated dissolved substances was prolon-
ged.
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Сказ – небезпечне нейровірусне захворюван-
ня з найвищим коефіцієнтом смертності серед 
інших інфекцій. Основним заходом боротьби з 
ним є профілактика, до якої входить вакцинація 
свійських та диких тварин і введення антира-
бічних вакцин та імуноглобулінів людям після 
укусу та контакту з інфікованими тваринами [3, 
11, 16–19]. Відповідно до рекомендацій ВООЗ 
виробництво даних препаратів контролюється 
з використанням фіксованого штаму вірусу сказу 
CVS [9, 11, 17].

Якість антирабічних препаратів у ході вироб-
ництва можна забезпечити лише за наявності 
достатніх запасів вірусу сказу штаму CVS, отри-

Rabies is a dangerous neuroviral disease with the 
highest mortality rate among other infections. The 
main way to combat the rabies is the prophylaxis, 
involving the domestic and wild animal vaccina-
tion and introduction of anti-rabies vaccines and 
immune globulins to humans after bite and contact 
with infected animals [5, 9, 15–18]. According 
to the WHO guidelines, the production of these 
drugs is monitored using the fi xed rabies virus CVS 
strain [7, 9, 16].

The quality of rabies products in manufacturing 
may be only ensured when suffi  cient stocks of the 
rabies virus CVS strain, obtained from a single 
batch is available. For this purpose, one applies 



маного з однієї серії. З цією метою застосову-
ють ефективні та доступні методи довгостроко-
вого зберігання вірусу сказу, оскільки дефектні 
або інактивовані вірусні частинки конкурують 
із повноцінними віріонами за зв’язування специ-
фічних антитіл [15].

Основними методами консервування віру-
су сказу є ліофілізація та зберігання за різних 
низьких температур. Ліофілізації штаму CVS 
обмежена, оскільки для подальшого викори-
стання вірус необхідно неодноразово пасиву-
вати. Найбільш поширене зберігання великих 
об’ємів вірусу у комерційних морозильних каме-
рах при –20…–85ºC [3, 6, 9, 10, 15, 16]. Для по-
кращення збереженості матеріалу у середовища 
вводять захисні домішки: ді- та полісахариди, 
спирти, диметилсульфоксид, сироватку та аль-
бумін крові тварин, а також інші органічні ре-
човини [3, 6, 8–10, 15]. Результати проведених 
у цьому напрямку досліджень суперечливі та не 
доказують ефективність певного консервуючого 
середовища при різних температурах зберігання. 
За рекомендацією ВООЗ вірус сказу штаму CVS 
слід зберігати у буферному середовищі з дода-
ванням низьких концентрацій компонентів крові 
великої рогатої худоби (фетальна сироватка, аль-
бумін) за температур від –70 до –80ºC, але дані 
щодо ефективності цього режиму для тривалого 
зберігання відсутні [11, 17].

Мета дослідження – розробка складу середо-
вищ для довгострокового зберігання вірусу сказу 
штаму CVS за різних температур в умовах ви-
робництва антирабічних препаратів. 

Матеріали та методи
Об’єктом дослідження був фіксований штам 

вірусу сказу CVS, наданий Державним науково-
дослідним інститутом стандартизації та контро-
лю медичних біологічних препаратів ім. Л.О. Та-
расевича (Москва, Росія) та адаптований до пос-
тійної культури клітин ВНК-21 (clone 13) в АТ 
«БІОЛІК» (Харків, Україна). Штам задепоновано
(свідоцтво №679) у депозитарії Державного нау-
ково-контрольного інституту біотехнології та
штамів мікроорганізмів (Київ, Україна). 

Відповідно до рекомендацій ВООЗ та Міжна-
родного епізоотичного бюро у якості субстрату 
для культивування вірусу використовували по-
стійну клітинну лінію ВНК-21 (clone 13), яка була 
надана Європейською колекцією клітинних куль-
тур («ECACC», Велика Британія) [3, 11, 17]. 

Перед зараженням клітини лінії ВНК-21 під-
давали добовому культивуванню у пристінковому 
моношарі в стерильних пластикових культураль-
них флаконах («SPL», Німеччина) у DMEM з до-

the effi  cient and available methods for rabies 
virus long-term storage, since the defective or 
inactivated viral particles compete with integ-
ral virions for binding specifi c antibodies [14].

The main methods for rabies virus preservation 
are lyophilization and storage at various low tem-
peratures. The CVS strain lyophilization is limi-
ted due to a need to its repeated passage for fur-
ther use. The virus large volumes are most com-
monly stored in commercial freezing chambers 
at –20… –85ºC [1, 5, 7, 8, 14, 15]. To improve 
the material preservation, the following additives 
such as: di- and polysaccharides, alcohols, DMSO, 
animal blood serum and albumin, as well as other 
organic substances, are introduced into the me-
dium [1, 5–8, 14]. The fi ndings in this direction 
are inconsistent and prove no effi  ciency of the cer-
tain preserving medium at diff erent storage tempera-
tures. According to the WHO recommendation, 
the rabies virus CVS strain should be stored in a 
buff er medium, supplemented with low concentrated 
blood components of cattle (fetal serum, albumin) 
at temperatures ranging from –70 to –80°C, but 
there are no data on this mode effi  ciency for a long-
term storage [9, 16].

The research aim was to develop the medium 
composition for a long-term storage of the rabies 
virus CVS strain at diff erent temperatures in rabies 
products manufacturing. 

Materials and methods
The research object was the fi xed rabies virus 

CVS strain, provided by the L.O. Tarasevich State 
Research Institute for Standardization and Control 
of Biomedical Preparation (Moscow, Russia) and 
adapted to the continuous BHK-21 (clone 13) cell 
culture at JSC BIOLIK (Kharkiv, Ukraine). The 
strain was deposited (certifi cate N 679) at the 
depository of the State Scientifi c Control Institute 
of Biotechnology and Strains of Microorganisms 
(Kyiv, Ukraine). 

In accordance with the recommendations of 
the WHO and the International Epizootics Bureau, 
the continuous BHK-21 (clone 13) cell line, pro-
vided by the European Collection of Authenticated 
Cell Cultures (ECACC, United Kingdom) was used 
as a substrate for virus cultivation [5, 9, 16]. 

Prior to infecting, the BHK-21 cells were cultured 
within one day in a wall monolayer in sterile 
plastic culture fl asks (SPL, Germany) in DMEM 
supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum 
(Sigma-Aldrich, United States). The cells were 
cultured in CO2 incubator (Binder, Germany) at 
37ºC and 5% CO2. The culture was infected with 
a fi xed CVS strain with infectious activity (4.79 ±
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даванням 10% (v / v) фетальної сироватки великої 
рогатої худоби (ВРХ) («Sigma-Aldrich», США). 
Клітини культивували в СО2-інкубаторі («Bin-
der», Німеччина) при 37ºС і 5% СО2. Культуру за-
ражали фіксованим штамом CVS із інфекційною 
активністю (4,79 ± 0,15) lg CCID50 (50%-а інфі-
куюча доза для культури клітин). Експозицію клі-
тин із вірусною суспензією проводили протя-
гом години у СО2-інкубаторі при 33ºС і 5% СО2. 
Потім у культуральні флакони вносили ростове 
середовище (РС) для вірусу на основі DMEM 
із додаванням 0,5% (v / v) фетальної сироватки
ВРХ та культивували вірус як описано вище. На 
4-ту добу після зараження вірусну суспензію 
очищали від клітинного детриту протягом 15 хв
при 2000g, 4ºС у рефрижераторній центрифузі 
(«MPW», Польща) [3, 16, 17]. У зібраний супер-
натант вносили сахарозу («AppliChem», Німеч-
чина), гліцерин («AppliChem») і мальтозу («Sigma-
Aldrich»). Для зберігання вірусу використовували
такі середовища: 1 – РС без домішок; 2 – РС із 
5% сахарози; 3 – РС з 5% гліцерину; 4 – РС із 5%
сахарози та 5% гліцерину; 5 – РС із 5% мальто-
зи.

Суспензію вірусу в зазначених захисних сере-
довищах механічним дозатором зі змінним об’є-
мом («Biohit Proline Plus», Фінляндія) вносили 
по 1 мл у стерильні пластикові кріопробірки 
(«SPL») і зберігали у термостаті («Binder») при 
37ºС; холодильній камері («Liebherr», Німеччи-
на) при 5ºС; морозильній камері («National Lab», 
Німеччина) при –20 і –80ºС; посудині Дьюара 
(Харківський завод транспортного обладнання, 
Україна) при –196ºС. Швидкості охолодження 
до вказаних температур не контролювали. Інфек-
ційну активність зразків оцінювали перед збе-
ріганням, а також через тиждень та 3, 6, 12, 18 і 
24 місяці (термін спостереження). 

Досліджуваний показник визначали методом 
титрації в культурі клітин ВНК-21 у 96-лункових 
культуральних планшетах («TPP», Швейцарія) 
у п’яти повторах. Клітини у планшетах культи-
вували в СО2-інкубаторі при 37ºС і 5% СО2 протя-
гом 48 годин, фіксували охолодженим при –20ºС 
ацетоном і забарвлювали специфічними монок-
лональними антитілами до вірусу сказу, міченими 
ізотіоціанатом флуоресцеїну («Fujirebio», США). 
За допомогою лабораторного мікроскопа («Leica 
DM2000», Німеччина) з модулем флуоресценції 
при ×100 враховували наявність у кожній лунці 
планшета яскравого специфічного світіння зе-
леного кольору, яке свідчило про зараження клі-
тин вірусом сказу [3, 16]. Інфекційну активність 
вірусу розраховували методом Спірмена-Кер-
бера і виражали у lg CCID50 [3, 7, 15].

± 0.15) lg CCID50 (50% cell culture infectious 
dose). The cells with viral suspension were exposed 
for one hour in a CO2 incubator at 33ºC and 5% 
CO2. Then, the DMEM-based growth medium 
(GM) for virus with 0.5% (v/v) fetal bovine serum 
was introduced into the culture fl asks and cultured 
as described above. To day 4 after infection, the 
viral suspension was purifi ed from cell debris wi-
thin 15 min at 2000 g, 4ºC in refrigerator centri-
fuge (MPW, Poland) [5, 15, 16]. The sucrose (Ap-
pliChem, Germany), glycerol (AppliChem) and mal-
tose (Sigma-Aldrich) were introduced into collected 
supernatant. To store the virus we used the follo-
wing media: 1 – GM without additives; 2 – GM 
with 5% sucrose; 3 – GM with 5% glycerol; 4 – with 
5% sucrose and 5% glycerol; 5 – with 5% maltose.

Using a variable volume mechanical pipette (Bio-
hit Proline Plus, Finland), by 1 ml of virus suspen-
sion in the mentioned protective media were in-
jected into the sterile plastic cryovials (SPL) and 
stored in a thermostat (Binder) at 37ºC; refrigerated 
chamber (Liebherr, Germany) at 5ºC; freezing 
chamber (National Lab, Germany) at –20 and –80ºC; 
Dewar vessel (Kharkiv Plant of Transport Ma-
chinery, Ukraine) at –196ºC. The cooling rates 
down to the specifi ed temperatures were not control-
led. An infectious activity of the samples was 
evaluated before storage, as well as after one week 
and 3, 6, 12, 18 and 24 months later (observation 
period).

The studied index was determined by titration 
in the BHK-21 cell culture in 96-well culture plates 
(TPP, Switzerland) in fi ve replicates. The cells 
in plates were cultured in CO2 incubator at 37ºC 
and 5% CO2 for 48 hrs, then fi xed with cooled at 
–20ºC acetone and stained with specifi c rabies virus 
monoclonal antibodies labeled with fl uorescein 
isotiocyanate (Fujirebio, USA). The presence of 
bright specifi c green luminescence in each plate 
well, testifi ed to a cell infection with rabies virus, 
was observed with laboratory microscope (Leica 
DM2000, Germany) with a fl uorescence module 
at ×100 [5, 15]. The virus infectious activity was 
calculated by the Spearman-Karber method and 
expressed in lg CCID50 [3, 5, 14]. 

The effi  ciency of the virus storage was assessed 
by virus infectious activity in GM prior to mani-
pulation (control). The eff ect of temperature re-
gimens on virus storage effi  ciency was determined. 
In addition, at each storage period we compared 
the studied index with that in previous one, 
and after 24 months we did with that in the additive-
free medium at each of temperatures.

The fi ndings were statistically processed using 
the Statistica 10 software (StatSoft, USA) using the 



Ефективність зберігання вірусу оцінювали за 
інфекційною активністю вірусу в РС до маніпу-
ляцій (контроль). Визначали вплив температурних 
режимів на ефективність зберігання вірусу. Крім 
того, на кожному з термінів зберігання дослід-
жуваний показник порівнювали з таким на попе-
редньому терміні, а через 24 місяці – з таким у се-
редовищі без домішок при кожній із температур. 

Статистичний аналіз результатів проводили 
за допомогою комп’ютерної програми «Statistica 
10» («StatSoft», США) з використанням методу 
дисперсійного аналізу (ANOVA): визначали зна-
чущість відмінностей між середніми значеннями 
активності вірусу; оцінювали вплив кожного з 
факторів на інфекційну активність вірусу. Від-
мінності вважали статистично значущими при 
p < 0,05 [1].

Результати та обговорення
У зв’язку з тим, що внесення захисних речо-

вин у РС вірусу до поміщення на зберігання 
значуще не впливало на його активність, вихід-
ним контролем вважали інфекційну активність 
вірусу в РС до маніпуляцій (далі – вихідна інфек-
ційна активність вірусу), яка становила (4,68 ±
± 0,19) lg CCID50.

Встановлено, що на інфекційну активність 
вірусу сказу штаму CVS протягом 24 місяців 
зберігання (термін спостереження) значуще впли-
вали: склад захисного середовища, температу-
ра і термін зберігання. Найбільш на даний по-
казник впливала температура зберігання, а мен-
шою мірою – термін зберігання і склад захисного 
середовища. 

Після зберігання протягом тижня інфекцій-
на активність вірусу не змінювалася у зразках із 
сахарозою (–80ºС), гліцерином (–80 і –196ºС) і 
сумішшю цих речовин (–196ºС) (рис. 1). У інших 
зразках даний показник знизився. Найбільш ви-
соку інфекційну активність вірусу виявлено 
в зразках після зберігання при –80 і –196ºС, 
найбільш низьку – при 37ºС. Протягом 3-х місяців
зберігання при 37ºС у всіх зразках відбулася 
повна інактивація вірусу. 

В умовах зберігання при 5ºС протягом 3-х 
місяців найбільш високий показник збереже-
ності вірусу відзначено у РС без домішок – 22% 
від вихідної інфекційної активності, через 6 мі-
сяців вірус інактивувався у всіх зразках, крім 
середовища з сумішшю сахарози та гліцерину, 
в якому збережено 13% від вихідного показника. 

Зміну інфекційної активності штаму CVS у 
кожному з захисних середовищ протягом 24 мі-
сяців (термін спостереження) оцінювали за тем-
ператур   –20, –80 и –196ºС (рис. 2). У РС без 

analysis of variance (ANOVA), i. e. the signifi can-
ce of diff erences between the mean values of virus 
activity was determined; the impact of each factor on 
virus infectious activity was assessed. The diff erences 
were considered signifi cant at p < 0.05 [2].

Results and discussion
Due to the fact that the introduction of protective 

substances into the virus GM prior to be placed 
for storage did not signifi cantly aff ect its activity, 
the virus infectious activity in the GM prior to 
manipulation (hereinafter referred to as the virus 
initial infectious activity), was considered as the 
initial control, which amounted to (4.68 ± 0.19) 
lg CCID50.

The infectious activity of rabies virus CVS strain 
within 24 months (observation period) of storage 
was found to be aff ected by protective medium 
composition, temperature and storage period. Sto-
rage temperature infl uenced this index mostly and it 
was less dependent on storage term and protective 
medium composition. 

After one-week storage, the virus infectious 
activity remained unchanged in the samples with 
sucrose (–80°C), glycerol (–80 and –196°C) and 
mixture of these substances (–196°C) (Fig. 1). In 
the other samples, this viral index was decreased. 
The highest virus infectious activity was revealed in 
the samples after storage at –80 and –196°C, 
and the lowest one was found at 37°C. During 
3 months of 37ºC storage, the virus was completely 
inactivated in all the samples.

Under storage at 5ºC for 3 months, the highest rate 
of virus preservation was observed in the additive-
free GM: 22% of the initial infectious activity, 
after 6 months the virus was inactivated in all the 
samples except the medium with sucrose and glycerol 
mixture, where 13% of the initial index was preser-
ved.

The change in the CVS strain infectious activity 
in each of the protective media for 24 months 
(observation period) was assessed at –20, –80, and 
–196°C (Fig. 2). In the additive-free GM (medium 
1) after storage at –20ºС for 3 months this index 
decreased down to 73% (Fig. 3), between 3 and 
6 months it remained unchanged, between 6 and 
18 months it decreased and remained stable up 
to 24 months, i.e. 53% of the initial value (see 
Fig. 2). At –80ºС, the virus infectious activity dec-
reased during the fi rst 3 months of storage, after 
24 months it remained unchanged and made 76% 
of the initial one. The storage at –196ºC resulted 
in a partial destruction of viral particles and a de-
crease in the virus infectious activity by 18% at 
the freezing stage only (see Fig. 1). During the vi-
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домішок (середовище 1) після зберігання при 
–20ºС протягом 3-х місяців даний показник зни-
зився до 73% (рис. 3), між 3 і 6 місяцями – не 
змінювався, 6 і 18 місяцями – знизився і зали-
шався стабільним до 24-х місяців – 53% від ви-
хідного значення (див. рис. 2). За температури 
–80ºС інфекційна активність вірусу знизилася 
протягом перших 3-х місяців зберігання, через 
24 місяці не змінювалася і складала 76% від по-
чаткової. Зберігання зразків за –196ºС призво-
дило до часткової загибелі вірусних частинок і 
зниження інфекційної активності вірусу на 18% 
тільки на етапі заморожування (див. рис. 1).
Зберігання штаму вірусу за даних умов протягом 
24-х місяців не впливало на його інфекційну ак-
тивність. 

Інфекційна активність вірусу у захисному 
середовищі з додаванням 5% сахарози (сере-
довище 2) за температури зберігання –20ºС 
протягом перших 3-х місяців знизилася до 82% 
(рис. 4), з 3-го по 6-й місяць не змінювалася, 
з 6-го по 24-й місяць знизилася до 37% (див. 
рис. 2). Динаміка даного показника у середо-
вищі з сахарозою за температур зберігання –80 і

later made 62% of the initial control (Fig. 2, 5). 
At –80ºC, during the fi rst 6 months it reduced and 
remained stable up to 24 months, making 80% of 
the initial control. The temperature of –196ºС pro-
vided this index stability within the entire obser-
vation period at the level of 94% (see Fig. 2).

It was found that in the GM supplemented 
with 5% sucrose and 5% glycerol (medium 4), the 
virus infectious activity at –20ºC storage tempera-
ture decreased within the fi rst 3 months and between 
6 and 24 months (Fig. 6). After 24 months at –20ºС, 
63% of the virus infectious activity were preser-
ved (see Fig. 2). At –80ºC, a partial destruction of 
viral particles occurred at the freezing stage only. 
During further storage, the studied index remai-
ned stable and after 24 months it was 80%. The 
storage temperature of –196ºС preserved the virus 
initial infectious activity within 18 months, bet-
ween 18 and 24 months it decreased down to 94% 
(see Fig. 2).

In the protective medium supplemented with 
5% maltose (medium 5) at –20°C storage tempera-
ture, the virus infectious activity decreased within 
24 months (Fig. 7) and made 8% of the initial one 
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Рис. 1. Інфекційна активність вірусу сказу штаму CVS після заморожування 
в захисних середовищах і зберігання протягом тижня за різних температур: 
контроль (a); –196ºС (b); –80ºС (c); –20ºС (d); 5ºС (e); 37ºС (f); * – відмінності 
статистично значущі порівняно з контролем; # – відмінності значущі між 
температурами –196 та –80ºС; & – відмінності значущі між температура-
ми –80 та –20ºС; § – відмінності статистично значущі між температурами 
–196 та –20ºС (p < 0,05; n = 5). 
Fig. 1. Infectious activity of the rabies virus CVS strain after freezing in pro-
tective media and storage for a week at diff erent temperatures: control (a); 
–196ºС (b); –80ºС (c); –20ºС (d); 5ºС (e); 37ºС (f); * – diff erences are signifi cant
as compared with the control; # – the diff erences are signifi cant between –196  
and –80ºC; & – diff erences are signifi cant between –80 and –20ºC; § – diff erence-
sare signifi cant between –196 and –20ºC (p < 0.05; n = 5).
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rus strain storage under 
these conditions within 24 
months, its infectious acti-
vity remained unchanged. 

The virus infectious ac-
tivity in the protective me-
dium, supplemented with 
5% sucrose (medium 2) at 
a storage temperature of 
–20ºC during the fi rst 3 
months decreased down to 
82% (Fig. 4), from the 3rd to 
6th month remained unchan-
ged, and decreased down 
to 37% from the 6th to 24th 
month (see Fig. 2). This 
index dynamics in the suc-
rose-contained medium at 
–80 and –196°C was the 
same as in the additive-free 
medium. After 24 months of 
storage at –80 and –196°C
it was 83 and 94%, respec-
tively (see Fig. 2).

After storage of the vi-
rus for 3–12 months in GM,
supplemented with 5% gly-
cerol (medium 3) at –20ºC, 
its infectious activity redu-
ced, then remained at the 
same level and 24 months 



–196ºС була такою, як й в середовищі без до-
мішок. Через 24 місяці зберігання за температури 
–80ºС він складав 83%, за температури –196ºС – 
94% (див. рис. 2). 

Після зберігання вірусу протягом 3–12 мі-
сяців у РС із додаванням 5% гліцерину (середо-
вище 3) за температури –20ºС його інфекцій-
на активність знизилась, після залишалася на 
одному рівні, а через 24 місяці складала 62% 
від вихідного контролю (рис. 2, 5). За темпера-
тури –80ºС протягом перших 6 місяців вона 
знизилася та залишалася стабільною до 24 мі-
сяців і складала 80% від вихідного контролю. 
Температура –196ºС забезпечувала стабільність 
даного показника протягом всього терміну спос-
тереження на рівні 94% (див. рис. 2). 

Встановлено, що в РС із додаванням 5% саха-
рози і 5% гліцерину (середовище 4) інфекцій-
на активність вірусу за температури зберігання 
–20ºС знижувалася протягом перших 3-х місяців і 
між 6 і 24-м місяцями (рис. 6). Через 24 місяці при   
–20ºС збереглося 63% інфекційної активності 
вірусу (див. рис. 2). При –80ºС часткова загибель 

conditions ensure 69–82% preservation of the virus 
initial infectious activity.

There were provided higher and more stable  ra-
tes of virus preservation if compared with –20°C by the
temperatures of –80 and –196°C, namely 83% of the 
initial infectious activity at –80°C in the medium with
5% sucrose and 94% at –196°C in the solutions
with 5% sucrose and 5% glycerol and their mixture.

It should be noted that the diff erences in struc-
ture of viruses and cells cause no impact on the ra-
bies virus response to freezing conditions and 
temperature storage regimens, which corresponds 
to the basic provisions of the two-factor and mul-
ti-factor theories of cryoinjuries [12, 19].

Taking into account the fact, that the temperature 
range from –10 to –80°C corresponds to the crys-
tallization zone of cooled and supercooled water 
[13], and considering the multicomponent nature 
of the preservation media and the value of eutectic 
temperatures for solutions of diff erent electrolytes 
and cryoprotectants [4], we may assume the follo-
wing: the virions during storage at –20ºC are cons-
tantly in a liquid phase in microchannels between 

Рис. 2. Інфекційна активність вірусу сказу штаму CVS через 24 місяці 
зберігання в захисних середовищах за різних температур: контроль (■■);
–196ºС ( ■); –80ºС (■); –20ºС (■); * – відмінності статистично значущі у порів-
нянні з контролем; # – відмінності статистично значущі порівняно з сере-
довищем 1 за кожної з температур; & – інфекційна активність значуще 
вища, ніж за температури –20ºС; § – інфекційна активність значуще вища, 
ніж за температури –80ºС (p < 0,05; n = 5).
Fig. 2. Infectious activity of the rabies virus CVS strain after 24 months of storage 
in protective media at diff erent temperatures: control (■■); –196ºC (■); –80ºC (■); 
–20ºC (■); * – diff erences are signifi cant as compared with the control; # – dif-
ferences are signifi cant as compared with medium 1 for each of tempera-
tures; & – infectious activity is signifi cantly higher than at –20ºC; § – infec-
tious activity is signifi cantly higher than at –80ºС (p < 0.05; n = 5).

Ін
ф

ек
ці

йн
а 

ак
ти

вн
іс

ть
, I

g 
C

C
ID

50
In

fe
ct

io
us

 a
ct

iv
ity

, I
g 

C
C

ID
50

5.0

5.5

4.0

4.5

3.0

3.5

2.0

2.5

1.0

1.5

0.5

0.0

Захисне середовище
Protective medium

Контроль 
Control

1 2 3 4 5

* # & § * # & § * # & § 

* & 

* & 

* # & 
* & * & 

* # * # 

* # 

* # 

* 

* # & 
* & 

(see Fig. 2), after 3 months 
at –80°C it reduced and 
remained stable until the 
observation period end, and 
after 24 months it made 
73% of the initial control. 
During storage at –196°C in 
the medium with maltose, 
17% of viral particles were 
destroyed at the freezing 
stage (see Fig. 1). During 
12 months, the virus infec-
tious activity remained un-
changed, between 12 and 
24 months of storage in 
contrast to all the mentioned 
above samples, it decreased 
and made up 73% of the 
control (see Fig. 2).

Our fi ndings testify to 
the fact, that the positive 
temperatures are not sui-
table for the rabies virus 
CVS strain long-term sto-
rage. The temperature regi-
men of –20ºC and GM-based
protective media supplemen-
ted with sucrose or the mix-
ture of sucrose and glycerol 
may be used for operation 
reasons to store the virus for 
6–12 months. Such storage 
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вірусних частинок відбувалася тільки на етапі 
заморожування. Протягом подальшого зберіган-
ня досліджуваний показник залишався стабіль-
ним і через 24 місяці становив 80%. Темпера-
тура зберігання –196ºС забезпечувала збереження 
вихідної інфекційної активності вірусу протягом 
18 місяців, між 18 і 24 місяцями вона знизилася 
до 94% (див. рис. 2). 

У захисному середовищі з додаванням 5% маль-
този (середовище 5) за температури зберігання 
–20ºС інфекційна активність вірусу знижувала-
ся протягом 24 місяців (рис. 7) і складала 8% від 
вихідної (див. рис. 2), через 3 місяці при –80ºС 
вона знизилася і залишалася стабільною до кінця 
терміну спостереження, а через 24 місяці скла-
дала 73% від вихідного контролю. У процесі 
зберігання при –196ºС у середовищі з мальтозою 
17% вірусних частинок загинули на етапі замо-
рожування (див. рис. 1). Протягом 12 місяців ін-
фекційна активність вірусу не змінювалася, між 
12 і 24 місяцями зберігання, на відміну від усіх 
вищеописаних зразків, вона знизилася і скла-
дала 73% від контролю (див. рис. 2). 

Отримані результати свідчать про те, що по-
зитивні температури не придатні для тривалого 
зберігання вірусу сказу штаму CVS. За вироб-
ничої необхідності для зберігання вірусу протя-
гом 6–12 місяців можна використовувати тем-
пературний режим –20ºС і захисні середовища 
на основі РС із додаванням сахарози або суміші 
сахарози з гліцерином. Такі умови зберігання 
забезпечують 69–82% вихідної інфекційної ак-
тивності вірусу. 

Більш високі та стабільні результати збереже-
ності вірусу порівняно з температурою –20ºС забез-
печують температури –80 и –196ºС, а саме: 83% від 
вихідної інфекційної активності при –80ºС у сере-
довищі з 5% сахарози та 94% при –196ºС у розчинах 
із 5% сахарози і 5% гліцерину та їх суміші. 

Слід зазначити, що відмінності в будові віру-
сів і клітин не впливають на реакцію вірусу 
сказу щодо умов заморожування і температур-
них режимів зберігання, яка відповідає основ-
ним положенням двофакторної і мультифакторної 
теорій кріопошкоджень [4, 14].

Враховуючи, що діапазон температур від –10 
до –80ºС відповідає зоні кристалізації охолод-
женої та переохолодженої води [5] і, з огляду на 
багатокомпонентність середовищ консервування
та значення евтектичних температур для роз-
чинів різних електролітів і кріопротекторів [2], 
можна припустити: віріони в процесі зберігання 
при –20ºС постійно перебувають у рідкій фазі 
в мікроканалах між кристалами льоду і піддають-
ся впливу сукупності факторів (гіперконценра-

ice crystals and exposed to combination of factors
(hyperconcentration of salts and other components;
change in medium pH; dehydration of macromole-
cules; disorder of intermolecular interactions (‘eff ect 
of solutions’)) [10, 11]. In addition, under low 
temperature eff ect, the loosening and aggregation
of nucleocapsid proteins [4] and damage of viral 
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Рис. 3. Інфекційна активність вірусу сказу штаму 
CVS у ході зберігання у РС без домішок за різних 
температур: –20ºС (●);–80ºС (▲); –196ºС (■); * – від-
мінності значущі порівняно з попереднім терміном 
зберігання (p < 0,05; n = 5).
Fig. 3. Infectious activity of the rabies virus CVS strain 
during storage in additive-free GM at diff erent tempera-
tures: –20ºC (●); –80ºC (▲); –196ºC (■); * – diff erences 
are signifi cant as compared with previous storage pe-
riod (p < 0.05; n = 5).
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Рис. 4. Інфекційна активність вірусу сказу штаму 
CVS у ході зберігання у РС з 5% сахарози за різних 
температур: –20ºС (●); –80ºС (▲); –196ºС (■); * – 
відмінності значущі порівняно з попереднім термі-
ном зберігання (p < 0,05; n = 5).
Fig. 4. Infectious activity of the rabies virus CVS strain 
during storage in GM with 5% sucrose at diff erent 
temperatures: –20ºC (●); –80ºC (▲); –196ºC (■); * – 
diff erences are signifi cant as compared with previous 
storage period (p < 0.05; n = 5).
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ція солей та інших компонентів; зміна рН сере-
довища; дегідратація макромолекул; порушення 
міжмолекулярних взаємодій («ефект розчинів»)) 
[12, 13]. Крім того, під дією низьких темпера-
тур могли відбуватися розпушення і агрегація 
білків нуклеокапсиду [2] та пошкодження вірус-
ної РНК-залежної РНК-полімерази. З подовжен-
ням термінів зберігання при –20ºС відбувалося 
подальше збільшення кристалів льоду з підви-
щенням концентрації солей та інших компонен-
тів, що посилювало «ефект розчинів». 

Зниження показника інфекційної активності 
вірусу в процесі зберігання при –80ºС (у РС 
без кріопротекторів та з додаванням 5% сахаро-
зи упродовж 3-х місяців, 5% гліцерину протягом 
6-ти місяців) підтверджує пролонгацію завер-
шення вторинної кристалізації в мікроканалах 
протягом декількох місяців після досягнення 
цієї температури у зазначених багатокомпонент-
них захисних середовищах. З цим ефектом пов’я-
зане додаткове пошкодження вірусних частинок 
під впливом концентрованих розчинених речовин. 

Результати експериментів (див. рис. 1, 2) вка-
зують на виражену гідратаційну дію введених 
у РС проникального і непроникальних кріопро-
текторів. На користь цього факту свідчить ви-
сокий показник інфекційної активності вірусу 
в середовищах із сахарозою порівняно з таким 
у середовищі з мальтозою. Відомо, що у саха-
рози більш висока здатність до зв’язування во-

RNA-dependent RNA polymerase, could occur. 
When extending the storage term at –20°C, a further
increase in ice crystals with rise in salt concentration 
and other components occurred, which increased the 
‘eff ect of solutions’.
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Рис. 5. Інфекційна активність вірусу сказу штаму 
CVS у ході зберігання у РС з 5% гліцерину за різ-
них температур: –20ºС (●); –80ºС (▲); –196ºС (■); 
* – відмінності значущі порівняно з попереднім тер-
міном зберігання (p < 0,05; n = 5).
Fig. 5. Infectious activity of the rabies virus CVS strain 
during storage in GM with 5% glycerol at diff erent 
temperatures: –20ºC (●); –80°C (▲); –196ºC (■); * – 
diff erences are signifi cant as compared with previous 
storage period (p < 0.05; n = 5).

Рис. 6. Інфекційна активність вірусу сказу штаму 
CVS у ході зберігання у РС з 5% сахарози та 5% 
гліцерину за різних температур: –20ºС (●); –80ºС 
(▲); –196ºС (■); * – відмінності значущі порівняно 
з попереднім терміном зберігання (p < 0,05; n = 5).
Fig. 6. Infectious activity of the rabies virus CVS strain 
during storage in GM with 5% sucrose and 5% gly-
cerol at diff erent temperatures: –20ºC (●); –80ºC (▲); 
–196ºC (■); * – diff erences are signifi cant as compared 
with previous storage period (p < 0.05; n = 5).
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Рис. 7. Інфекційна активність вірусу сказу штаму 
CVS у ході зберігання у РС з 5% мальтози за різ-
них температур: –20ºС (●); –80ºС (▲); –196ºС (■); 
* – відмінності значущі порівняно з попереднім тер-
міном зберігання (p < 0,05; n = 5).
Fig. 7. Infectious activity of the rabies virus CVS strain 
during storage in GM with 5% maltose at diff erent 
temperatures: –20ºC (●); –80ºC (▲); –196ºC (■); * – 
diff erences are signifi cant as compared with previous 
storage period (p < 0.05; n = 5).
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ди [2]. Крім цього, вивчені захисні середовища 
на основі DMEM із фетальною сироваткою ВРХ, 
очевидно, стабілізують капсид і суперкапсид ві-
ріонів, про що свідчать результати збереженості 
вірусу в РС без кріопротекторів. 

Відкритим для обговорення та додатково-
го вивчення залишається вперше встановлений 
факт зниження інфекційної активності вірусу 
після зберігання в середовищі з мальтозою при 
–196ºС протягом 12–24 місяців. 

Висновки
1. Встановлено, що температурні режими збе-

рігання –80 та –196ºС і захисні середовища на 
основі DMEM забезпечують високу інфекцій-
ну активність вірусу сказу штаму CVS протягом 
24 місяців (термін спостереження). Найбільш 
високу збереженість вірусу (83% від вихідно-
го контролю) у процесі зберігання при –80ºС 
забезпечувало середовище на основі DMEM з 
0,5% фетальної сироватки ВРХ із додаванням 5% 
сахарози, при –196ºС – на основі РС з додаванням 
5% сахарози, 5% гліцерину та суміші 5% сахарози 
і 5% гліцерину – 94% від початкової інфекційної 
активності. 

2. З огляду на виробничі регламенти та стан-
дартні операційні процедури виробництва анти-
рабічних препаратів, для довгострокового збері-
гання великих об’ємів вірусу сказу штаму CVS 
рекомендовано температурний режим –80ºС і за-
хисне середовище на основі РС із додаванням 5% 
сахарози. Для зберігання еталонних зразків і не-
великих об’ємів вірусу прийнятні температурні 
режими –80 та –196ºС і захисні середовища на ос-
нові РС із додаванням 5% сахарози, 5% гліцерину 
та суміші 5% сахарози і 5% гліцерину. 

3. За виробничої необхідності для зберігання 
вірусу протягом 6-ти місяців можна використову-
вати температурний режим –20ºС і захисне сере-
довище на основі РС із додаванням 5% сахарози 
та суміші 5% сахарози і 5% гліцерину. 

4. Показано, що кріозахисний ефект РС на 
основі DMEM із додаванням 0,5% фетальної 
сироватки ВРХ та середовищ консервування на 
основі РС із додаванням 5% сахарози, або 5% 
гліцерину, або 5% мальтози або суміші 5% саха-
рози і 5% гліцерину обумовлено гідратацій-
ними властивостями та стабілізацією віріонів. 

A decreased index of the virus infectious 
activity during storage at –80°C (in GM without 
cryoprotectants and supplemented with 5% sucrose 
for 3 months, 5% glycerol for 6 months) confi rms 
the prolongation of completion of secondary 
crystallization in microchannels within several months 
after achieving this temperature in the mentioned 
multicomponent protective media. This eff ect is 
associated with extra damage to viral particles under 
the impact of concentrated solutes.

Our fi ndings (see Figs. 1, 2) demonstrate a pro-
nounced hydration action of penetrating and non-
penetrating cryoprotectants, introduced into GM. 
This fact is evidenced by a high virus infectious 
activity in sucrose media as compared to that in 
maltose one. The sucrose is known to have a higher 
ability to bind water [4]. In addition, the studied 
DMEM-based protective media with fetal bovine 
serum apparently stabilize the virion capsid and 
supercapsid, as evidenced by the results of virus 
preservation in cryoprotectant-free GM.

The fi rst established fact of a decrease in the 
virus infectious activity after storage in the medium 
with maltose at –196°C for 12–24 months has 
remained open for discussion and further study.

Conclusions
1. The storage temperatures of –80 and –196°C 

and DMEM-based protective media were established 
to provide a high infectious activity of the rabies 
virus CVS strain for 24 months (observation period). 
The highest rate of virus preservation (83% of the 
initial control) during storage at –80°C was ensured 
by the DMEM-based preserving medium with 0.5% 
fetal bovine serum supplemented with 5% sucrose, 
at –196°C it was provided by GM-based medium 
supplemented with 5% sucrose, 5% glycerol and 5% 
sucrose and 5% glycerol mixtures and made 94% of 
the initial activity.

2. Surveying the production regulations and the 
standard operating procedures for the rabies products, 
a temperature regimen of –80ºC and a GM-based 
protective medium supplemented with 5% sucrose 
should be recommended for a long-term storage of 
large volumes of the rabies virus CVS strain. To store 
the reference samples and small volumes of virus, the 
temperature regimens of –80 and –196°C and the GM-
based protective media supplemented with 5% sucrose, 
5% glycerol and 5% sucrose and 5% glycerol a mix-
tures have been considered to be acceptable.

3. If for the production aims it is needed to store 
the virus within 6 months, a temperature regimen 
of –20ºC and the GM-based protective medium 
supplemented with 5% sucrose and the mixture of 5% 
sucrose and 5% glycerol may be used.
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4. It was shown that the cryoprotective eff ect of 
the DMEM-based GM supplemented with 0.5% 
fetal bovine serum and GM-based preserving media 
supplemented with 5% sucrose or 5% glycerol, or 5% 
maltose or the 5% sucrose and 5% glycerol mixture 
was stipulated by hydration properties and virion 
stabilization.
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